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 1 
要旨 
本研究の目的は脂肪性肝炎の形態的特徴を伴う肝細胞癌（脂肪性肝炎様肝細胞
癌）の臨床的・病理組織学的特徴の詳細、免疫組織学的形質、分子生物学的特徴
の一端の解明である。脂肪性肝炎様肝細胞癌は通常型肝細胞癌との比較で欧米の
報告に比べ代謝性要因との相関が強く、組織学的には小型で高分化であり、脈管、
胆管侵襲が高率であった。免疫組織学的には β-catenin の核内集積が低率、典型的
症例において Sonic hedgehog ligand の発現が高率、肝前駆細胞マーカー発現が低
率であった。また CTNNB1 変異が低率であった。脂肪性肝炎様肝細胞癌は特徴的
な一群であり、更なる包括的な分子生物学的解析が望まれる。 
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第 1 章：序文 
1-1 節 肝細胞癌の現状と原因、分子生物学的背景 
原発性肝癌は世界で 6 番目に罹患率の高い癌であり、死亡原因別では 2 番目に
多い。発生率は東アジア、東南アジアおよびアフリカで高く、北欧で最も低い[1]。
我が国の統計（2010 年）では、大腸、胃、肺に次ぎ罹患率第 4 位、総死亡数第 4
位の癌である[2, 3]。 
肝細胞癌は原発性肝癌において最も頻度の高い組織型である。原因は肝炎ウイ
ルス（HCV、HBV）の持続感染、アルコール、非アルコール性脂肪性肝疾患
（Nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD）、自己免疫性肝炎、α1-アンチトリプシン
欠損症、ヘモクロマトーシス、チロシン血症、原発性胆汁性肝硬変、薬物として、
長期にわたるアンドロゲン投与や二酸化トリウム、塩化ビニルへの曝露など多岐
にわたる。 
肝 細 胞 癌 の 発 癌 に お い て 重 要 な 分 子 生 物 学 的 な 経 路 は p53 経 路 、
Retinoblastoma（Rb）経路、Wnt/β-catenin 経路、phosphatidylinositol 3 kinase（PI3K）
/AKT/ mammalian target of rapamycin（mTOR）経路、RAS/ mitogen-activated protein 
kinase（MAPK）経路、Janus kinase（JAK）/ signal transducers and activators of 
transcription（STAT）経路が知られており、臨床的背景との関連も見られる。その
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他、肝細胞癌で変化が知られるものとして、Hedgehog 経路や、Osteopontin、AT-Rich 
Interactive Domain-containing protein 1A（ARID1A）がある。また予後との相関が
報告されている因子として、肝前駆細胞マーカー発現が知られる。 
p53 の変異は多くの癌で知られるが、肝細胞癌でもその変異が指摘されている
[4] 。原因との相関があり、アフラトキシン B1 曝露による p53 codon 249 のセリ
ンの変異や、種々の慢性炎症における p53 変異が知られる。また、HBx タンパク
発現による p53 の不活化も知られる[5]。細胞周期の進行の抑制や、アポトーシス
と関連しているが、これらの調節不全に伴い、肝細胞癌では発癌から後期の進展
まで関与している[5]。特に発癌後期の作用に関してはテロメアとの関連も示され
ている[6]。 
Rb も多くの癌で変異が知られる癌抑制遺伝子である。肝細胞癌の進展に関与
すると考えられている[7]。肺や乳腺、その他の癌において、Rb 遺伝子の変異に
よって免疫組織化学的に核染色の消失が認められる[7-9]が、肝細胞癌においては、
核染色の過剰発現と消失と両方が指摘されている[10]。 
Wnt 経路は胚形成において重要な役割を持つ経路である。いわゆる古典的 Wnt
経路と言われる Wnt/β-catenin 経路の変異はもともと大腸癌で広く知られる。大腸
癌では Adenomatous polyposis coli（APC）遺伝子の不活性化変異が 90%を占め、
他に β-catenin の活性化変異、Axis inhibitor -1（AXIN-1）の不活性化変異の報告が
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ある[11]。一方で肝細胞癌においては、β-catenin の活性化変異と AXIN-1 の不活性
化変異が認められ[12]、APC 変異に関してはない[13]、または稀である[14]との報
告がある。また、非腫瘍肝、肝細胞癌においては、グルタミン代謝に関与する
Glutamine synthetase （ GS ）、 Ornithine aminotransferase 、 Glutamate transporter 
（GLT-1） 、G-protein-coupled receptor（GPR49）は肝臓において β-catenin の活性
化と相関することが報告されている[15, 16]。 
MAPK は様々な成長因子や、サイトカイン刺激により活性化を受ける。リン
酸化を受けると、核内へ移行し転写因子として働き、細胞の成長、増殖、分化ま
たはアポトーシスにかかわる[17, 18]。非腫瘍肝と比較して、肝細胞癌での活性化
が知られている[19]。また、肝細胞癌において HCV 感染との関連が報告されてい
る[20]。 
AKT はセリンスレオニンキナーゼの一つで、PI3K の持続的な活性化あるいは
Phosphatase and Tensin Homolog Deleted from Chromosome ten（PTEN）の消失によ
り活性化される[21]。肝細胞癌における役割の詳細は不明であるが、再発、予後
不良との関与が知られている[22]。 AKT 下流に位置する mTOR は複合体（mTOR 
complex, mTORC）を形成し、細胞の成長あるいは増殖、栄養刺激への反応、細胞
周期などを調節している中心的なタンパクである[23]。肝細胞癌での活性化が指
摘されている[24]。AKT/mTOR 経路は S6 ribosomal protein（S6RP）を介して肝細
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胞の脂肪化にも関与している[25]。 
STAT3 はサイトカイン刺激で活性化した JAK によりリン酸化を受けると二量
体を形成して核内へ移行し、転写因子として働く[26]。多くの悪性腫瘍で活性化
が高頻度に認められ[26]、肝臓において炎症、腫瘍形成に関与している[27]。肝細
胞癌においては、リン酸化 STAT3 の発現は予後不良と関与する[28]。 
Hedgehog 経路は細胞分化や再生、幹細胞関連において重要な役割を示す経路
であり、膵臓[29]や髄芽腫[30]等の悪性腫瘍において活性化が指摘されている。肝
細胞癌においても Sonic hedgehog（Shh） ligand の発現が報告されている[31, 32]
が、その発癌にかかわる機序の詳細は不明である。Shh ligand は非腫瘍肝におい
ては肝傷害下で発現し、間葉系細胞へ働きかけ、線維化を促進、あるいは肝前駆
細胞を活性化し、肝修復に関与する[33]。NAFLD および非アルコール性脂肪性肝
炎（Nonalcoholic steatohepatitis, NASH）おいても活性化が認められる[34]。 
Osteopontin は接着にかかわる糖タンパクであり種々の癌の発癌、転移にかか
わることが報告されている[35, 36]。肝細胞癌においても、HBV 陽性例における
転移のマーカーとして指摘されている[37]。一方で、NAFLD/NASH においては
Hedgehog 経路の活性化と肝の線維化とを介在する分子として注目を集めている
[38]。 
ARID1A はクロマチンリモデリングにかかわる分子である[39]。卵巣癌、胃癌
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などで遺伝子変異および発現消失の報告がある[40, 41]。また、肝細胞癌において
もその発現消失が知られ、飲酒との相関が報告されている[42]。 
肝前駆細胞は、肝障害下で門脈域に細胆管あるいは卵円形細胞として出現する
[43]。Sal-like protein 4（SALL4）、Cytokeratin 19（CK 19）、Epithelial cell adhesion 
molecule（EpCAM）などのマーカーを発現することが知られている[43-46]。肝前
駆細胞マーカー発現は HBV 関連肝細胞癌に多く、予後不良であることが報告さ
れている[44, 45, 47-50]。 
1-2 節 肝細胞癌の原因の地域特異性と変遷、NAFLD 関連肝細胞癌について 
肝細胞癌の主原因は地域により異なり、東アジア、アフリカなどの途上国にお
いては、HBV の持続感染やアフラトキシン曝露が主たる危険因子である。一方で
先進国においては、従来より飲酒が主な原因とされてきたが、肥満や糖尿病とい
った代謝性病態の罹患者の増加と併せ、NAFLD が重要な病因となってきている。
NAFLD および NASH はメタボリックシンドロームの肝臓における表現型と捉え
られ、世界的に増加傾向にある疾患である[51-53]。 
日本における肝細胞癌の原因は HCV 感染が最も多く、次いで HBV 感染、ア
ルコール性肝疾患、NAFLD の順に多い[54]。我が国では肝炎ウイルス感染の新規
予防対策が奏功しており、抗ウイルス治療薬の進歩も相俟って、肝炎ウイルス関
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連の肝細胞癌は、今後、継続的な減少が見込まれている[55, 56]。一方で、非ウイ
ルス性の肝細胞癌、いわゆる非 B 非 C 肝細胞癌は相対的頻度のみならず、実数が
増加してきている。特に NAFLD 関連肝細胞癌は、現状で全肝細胞癌の 2％程度
とされるが、世界的趨勢に倣い今後の増加が懸念されている[54]。 
NAFLD 関連肝細胞癌は、他の原因の肝細胞癌に比べ、患者が高齢で、女性に
多く、代謝性合併症を多く持つ特徴がある[57]。NAFLD 関連肝細胞癌の多くは、
他の慢性肝疾患と同様、肝硬変症を背景に発生するが、非硬変肝にも稀ならず発
生することが知られている。NAFLD 関連肝細胞癌では、他の原因による肝細胞
癌と比較して、肝機能が良好な傾向にある。また、腫瘍マーカーでは血中 AFP 上
昇の頻度が低いとされる。  
肝細胞癌は胃癌や肺癌などに比し、組織形態の多様性に乏しく fibrolamellar 型
以外に、臨床的・病理学的に真に有意な亜型も知られていない。NAFLD 関連肝
細胞癌についても、その組織学的特徴はほとんど知られていない。 
1-3 節 新しい形態像の指摘 
最近、Salomao らが背景の NAFLD と肝細胞癌の組織像とに関する興味深い報
告を行っている[58, 59]。彼らは C 型肝硬変症の移植摘出肝に見られた肝細胞癌に
おいて、腫瘍細胞内の大型脂肪滴の沈着、腫瘍細胞の風船状腫大、Mallory-Denk
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体の形成、および間質の線維化、炎症細胞浸潤といった、NASH に特徴的な組織
像を随伴する一群が存在することを見出し、連続症例の解析から、こうした形態
像が、患者の代謝性病態や NAFLD/NASH の合併と強く関連していることを見出
した[58]。次いで、彼らは、C 型肝硬変症以外の背景を持つ肝細胞癌も含めた包
括的解析により、このような腫瘍内に脂肪性肝炎の所見を随伴する肝細胞癌
（hepatocellular carcinoma with steatohepatitic features / steatohepatitic hepatocellular 
carcinoma, 以下 SH-HCC）が、同様に患者の代謝性背景や脂肪性肝炎と強く関連
することを確認している[59]。 
その後、米国[60-62]、インド[63]からの少数の報告がなされた。既報では、背
景肝の脂肪化との有意な相関は一定して認められている[58-63]が、その SH-HCC
に占める割合はまちまちである。いわゆるメタボリックシンドロームを構成する
高血圧および脂質異常症との有意な相関[59]、BMI 値との有意な相関[61]の報告が
あるものの、各報告間では一定していない。SH-HCC の定義が各論文間で一定し
ていないこと、症例数が限られていること、報告毎に背景因子の限定があること、
腫瘍自体の組織学的ふるまいの評価が不十分であることなど複数の問題があり、
予後予測因子を含め、臨床病理学的な検討課題が残っている。 
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1-4 節 本研究の目的 
SH-HCC は、いまだ大規模な症例群を対象とした解析がなされておらず、通常
型肝細胞癌（Conventional hepatocellular carcinoma, 以下 C-HCC）との境界も不明
瞭である。日本人患者における臨床的特徴や、予後因子との相関を含めた組織学
的特徴の詳細も明らかとされていない。SH-HCC の肝細胞癌における位置付けや
診断的意義も不明である。さらに肝発癌における分子亜型との相関など、免疫組
織学的形質や分子生物学的特徴の検討はされていない。 
肥満や糖尿病などの代謝性病態、これと関連した NAFLD の継続的増加が世界
的に見込まれる現状において、SH-HCC の臨床病理学的特徴、免疫組織学的形質
および分子生物学的特徴の詳細を明らかにすることは、今後の肝細胞癌の臨床を
考える上で、重要な意味を持っている。 
本研究では、多数の肝細胞癌切除症例を対象とした後方視的検討により、
SH-HCC の臨床的・病理組織学的特徴の詳細を解明する。さらに組織マイクロア
レイを用い、SH-HCC の免疫組織学的形質についての大規模な検討を行う。また、
免疫組織学的検討から SH-HCC では β-catenin の核内集積が低率であることが見出
されたことから、ホルマリン固定パラフィン包埋組織を用いた CTNNB1 変異解析
を行う。 
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第 2 章：材料と方法 
2-1 節 症例 
東京大学医学部附属病院肝胆膵外科において、外科的に切除された肝細胞癌連
続症例を対象とした。臨床病理学的検討では、2005 年 1 月 1 日から 2010 年 12 月
31 日の期間に切除したものを対象とし、さらに免疫組織化学的検討においては
2011 年に切除したものを追加した。 
肝細胞癌の初回切除症例を検討した。手術日の 3 か月以上前に、ラジオ波焼灼
術や肝動脈塞栓療法などの内科的治療を受けた症例は除外した。手術日より 3 か
月以内に、術前療法として肝動脈塞栓療法や門脈塞栓術が施行された症例に関し
ては、組織学的に十分評価し得るだけの viable な腫瘍組織が残存している場合に
は、検討対象とした。 
免疫組織化学的検討においてはそれらのうち、組織マイクロアレイを作成する
のに十分な腫瘍量の確保できる症例を対象とした。これら選択基準に合致した計
197 例について組織マイクロアレイを作成し検討を行った。Shh ligand の発現検討
においては、通常型標本を用いた検討も行った。同検討では、腫瘍径が小さく組
織マイクロアレイでの解析から除外した 28 例の典型的 SH-HCC（2.3.2.脂肪性肝
炎様肝細胞癌の定義を参照）を追加した。 
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CTNNB1 変異解析においては、免疫組織学的検討を行った肝細胞癌症例で、
β-catenin の核内集積の見られた全 36 例（C-HCC 32 例、SH-HCC4 例）、および
β-catenin の核内集積の認められなかった症例のうち、年代の新しい症例から 68
例（C-HCC33 例、SH-HCC34 例）を選択した。 
2-2 節 臨床データ 
電子カルテから、患者の年齢、性別、手術直前の血液生化学値、術前の腫瘍マ
ーカー値（AFP、protein induced by vitamin K absence or antagonist- II（PIVKA-II）。
術前療法が施行された場合は術前療法前の値）、肝炎ウイルス感染の状態、糖尿病、
高血圧、高脂血症の既往の有無、飲酒歴（1 日 20g 以上、1 年以上）及び多飲歴（1
日 80g 以上、5 年以上）の有無を得た。入院時の身長、体重から body mass index
（BMI）を算出した。本研究では HBs 抗原陽性を HBV 陽性、HCV 抗体陽性を
HCV 陽性とした。 
免疫組織学的検討においては、患者の年齢、性別、肝炎ウイルス感染の状態、
糖尿病の有無に関する情報を使用した。 
すべての患者に関し、術後、1-2 か月ごとの腫瘍マーカーの測定、2 か月ごと
の超音波検査、4 か月ごとのダイナミック CT により、再発のスクリーニングが
施行されている。再発は画像診断に基づき、肝細胞癌と判断される新たな病巣が
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見つかった場合に診断された。少なくとも二つの検査法により再発を確認してい
る。生存期間は手術日から死亡日までの期間、無再発生存期間は手術日から再発
日までの期間で定義される。再発の診断がない場合は、死亡日または最終経過観
察日で打ち切りとした。 
2-3 節 病理 
2.3.1. 肝細胞癌の組織学的再評価 
各症例に関し、病理報告書および全ての組織標本を再検討した。腫瘍の局在、
大きさ、分化度、血管侵襲・胆管侵襲・肝内転移の有無に関して再検討した。ま
た、径 3cm までの小さな腫瘍については、肝被膜に接するか、深部に存在するか
を評価した。 
「多中心性」の評価に関しては、以下の世界保健機構（World Health Organization, 
WHO）分類の組織学的診断基準に則って行われた。すなわち、①複数の早期肝細
胞癌がある場合あるいは早期肝細胞癌と古典的肝細胞癌が共存する場合、②小さ
い方の病変において、腫瘍の辺縁部分に高分化肝細胞癌が認められる場合、③明
らかに異なった組織像の肝細胞癌が複数認められる場合、を「多中心性」とした。 
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2.3.2. 脂肪性肝炎様肝細胞癌の定義 
SH-HCC の診断は、既報間で厳密に均一化されているものではないが、Salomao
ら報告[58, 59]を参考にした。①5%以上の腫瘍細胞における大型脂肪滴の存在、②
腫瘍細胞の風船状腫大、③腫瘍細胞における Mallory-Denk 体の形成、④間質の線
維化、⑤腫瘍内の炎症細胞浸潤、の 5 つの組織学的項目の評価に拠り、4 個以上
の項目を満たすものを SH-HCC とした。さらに全ての項目を満たし、これら所見
が腫瘍内で優位なものを典型的 SH-HCC とした（図 1、図 2）。 
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図 1 SH-HCC（典型例）の肉眼像および組織像 
A：肉眼像。脂肪化を反映し黄色調の割面を呈する。B：（Hematoxylin-Eosin
染色） 典型的 SH-HCC の組織像①。大型の脂肪滴沈着、炎症細胞浸潤、腫瘍
細胞の風船状腫大、Marolly-Denk 体の形成、および間質線維化が認められる。
C：典型的 SH-HCC の組織像②。C1：（Hematoxylin-Eosin 染色） B と同様 5
個の所見すべてが認められる。C2：（Azan 染色） C1 と同部位。腫瘍細胞間
に線維増生（青色）が確認される。 
組織所見のスケールバーは 100μm を表す。 
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図 2 SH-HCC（非典型例）と C-HCC の組織像 
A：非典型的 SH-HCC の組織像①。A1：弱拡大像。典型的 SH-HCC 成分を認
めるが、腫瘍内において C-HCC の成分が優勢となっている。黒色破線は境界
を示す。A2：典型的 SH-HCC 部分の強拡大像。A3：C-HCC 部分の強拡大像。
B：非典型的 SH-HCC の組織像②。5 個の所見のうち脂肪沈着が認められない。
C：C-HCC の組織像。前述の 5 個の所見いずれも認められない。 
いずれも Hematoxylin-Eosin 染色。A1 スケールバーは 1mm を表す。A2,A3,B,C
スケールバーは 100μm を表す。 
  
 16 
2.3.3. 背景肝の評価 
ウイル ス性肝炎の症例は METAVIR システム [64] 、その他の症例では
NASH-Clinical Research Network （NASH-CRN）スコアリングシステム[65]により、
背景肝の線維化を評価した。全症例について背景肝の脂肪化の程度を評価し 5%
未満、5-33％、 34-66％、67％以上の脂肪化を、それぞれ grade 0、1、2、3 とし
た。脂肪性肝炎の有無も評価した。特にウイルス性肝炎の患者において、脂肪性
肝炎の合併の有無の厳密な判断はしばしば困難であるが、肝細胞の脂肪化に加え、
風船状腫大や Mallory-Denk 体の形成、傍肝細胞性線維化が顕著な場合に、脂肪性
肝炎の合併ありと判断した。 
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2-4 節 免疫組織学的検討 
2.4.1. 組織マイクロアレイの作成 
標準的手法により組織マイクロアレイを作成した[66]。すなわちホルマリン固
定パラフィン包埋検体を対象に、各ブロックの腫瘍部を 2 箇所ずつ、2 mm の細
い円筒状に打ち抜いて、新たなブロックに包埋した。新たに作成したブロックに
は 24 症例（各 2 個）までの組織を並べた（図 3）。 
 
図 3 組織アレイの構築 
（Hematoxylin-Eosin 染色）1 症例につき 2 箇所、採取された組織を径 2mm の
円筒状に打ち抜く。それらを用いて、合計 24 症例を 1 個のブロックに包埋し
ている。 
スケールバーは 5mm を表す。  
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2.4.2. 免疫組織学的染色 
組織マイクロアレイブロックないし通常の組織ブロックから、3μm 厚の未染
色切片を作成した。同切片に対し、自動染色装置 Benchmark® XT （Ventana Medical 
Systems Inc., Tucson, AZ, USA）あるいは用手染色法にて免疫組織学的染色を行っ
た。 
自動染色装置では標準プロトコールに則り染色を行った。 
用手染色法では抗原賦活化として pH6 クエン酸バッファー中で 120℃10 分間
のオートクレーブ処理を行った。一次抗体は 4℃で一晩反応させ、内因性ペルオ
キシダーゼ不活化後に Labeled streptavidin-biotin （LSAB） 法による検出を行っ
た。二次抗体はビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体（BA-1000, goat polyclonal, 1:250, 
Vector Laboratories, UK）を使用し、室温で 30 分反応させた。その後、VECSTAIN 
ABC kit （Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用いた Avidin-Biotin Complex
法による増感を行った。その後、DAB + Chromogen （Dako, Glostrup, Denmark）
または DAB Peroxidase Substrate （Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用
いたペルオキシダーゼ法による発色を行った。 
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2.4.3. 解析対象とした蛋白、使用した一次抗体および判定方法 
肝細胞癌の分子亜型と関連した蛋白[67, 68]、NAFLD/NASH や NAFLD 関連肝
細胞癌で特徴的発現が知られる蛋白[57]を主な発現解析の対象とした。 
使用した抗体の一覧を表 1 に示した。各抗体での染色における陽性ないし陰性
の基準値は以下の通りである。 
1）抗 β-catenin 抗体 
自動染色装置を使用。核内集積は腫瘍細胞の 1～90%で陽性を示すとの報告が
ある[69]。割合によらず核内集積が一部でも認められたものを陽性とした。さら
に、後述する追加検討[3.2.2. β-catenin 核内集積についての追加検討]において、
我々の研究室で行われた先行研究[70]の結果も参照した。この先行研究では組織
マイクロアレイを用い、本研究と同一の抗体、染色条件で発現の検討を行ってい
る。 
2）抗 Glutamine Synthetase 抗体 
自動染色装置を使用。GS の強陽性像が β-catenin の変異を 90%の感度、98%の
特異度で感知することが示されている[71]。この既報を参照し、陽性細胞率
（0-100%） に染色強度（1-3） を乗じた組織学的スコア（H-score, 0-300） とし
て症例ごとに算出し、H-score=300 のものを陽性とした。 
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3）抗 Cyclin D1 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に cyclin D1 の過剰発現を評価した論文
[69, 72]を参考にして、腫瘍細胞の 10%以上で、核が染色されるものを陽性とした。 
4）抗 p53 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に p53 の過剰発現を評価した論文[72, 73]
を参考にして、腫瘍細胞の 10%以上で、核が染色されるものを陽性とした。 
5）抗 Rb 抗体 
自動染色装置を使用。肝細胞癌では免疫組織化学的に Rb の過剰発現あるいは
消失が指摘されており[10]、腫瘍細胞の 1%未満、あるいは 50%以上で、核が染色
されるものを陽性とした。 
6）抗 Ki-67 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に Ki-67 の labeling index を評価した論
文[69, 74]を参考にして、腫瘍細胞の 10% 以上で、核が染色されるものを陽性と
した。 
7）抗リン酸化 AKT（p-AKT）抗体（Ser473） 
用手法により染色した。免疫組織化学的に p-AKT の評価をした論文[20, 75]を
参考にし、腫瘍細胞の 5%以上で、細胞質が染色されるものを陽性とした。 
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8）抗リン酸化 mTOR（p-mTOR）抗体（Ser2448） 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に p-mTOR の評価をした論文[20, 75]を
参考にし、腫瘍細胞の 5%以上で、細胞質が染色されるものを陽性とした。 
9）抗リン酸化 S6RP（p-S6RP）抗体（Ser240/244） 
自動染色装置を使用した。免疫組織化学的に p-S6RP の評価をした論文[75]を
参考にし、腫瘍細胞の 5%以上で、細胞質が中等度以上の強度で染色されるもの
を陽性とした。 
10）抗 PTEN 抗体 
既報に則り、最適条件として推奨される方法[76]で、外部に委託し染色した。
免疫組織化学的に PTEN の発現消失を評価した論文[77]を参考にし、腫瘍細胞の
細胞質で完全に喪失が認められるものを陰性とした。 
11）抗リン酸化- p44/42 MAPK（p-p44/42 MAPK）抗体（Thr202/Tyr204） 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に p-p44/42MAPK を評価した論文[20]を
参考にし、腫瘍細胞の 1%以上で、核が染色されるものを陽性とした。 
12）抗リン酸化 STAT3（p-STAT3）抗体（Tyr705） 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に p-STAT3 の評価をした論文[78]を参考
にし、腫瘍細胞の 10%以上で、核が染色されるものを陽性とした。 
 22 
13）抗 ARID1A 抗体 
用手染色法にて染色。通常びまん性に核陽性となるが、既報[41]を参考とし、
コントロールに比べ減弱するもの、消失しているものを陰性とした。 
14）抗 Sonic hedgehog ligand 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に Shh ligand を評価した論文[79]を参考
にし、本研究中で非腫瘍肝において、傷害を受けない細胞が染色されないことを
考慮して、腫瘍細胞の 5%以上で、細胞質が染色されるものを陽性とした。 
15）抗 Osteopontin 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に Osteopontin を評価した論文[35, 37]を
参考にし、腫瘍細胞の 2%以上で、細胞質が染色されるものを陽性とした。 
16）抗 SALL4 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に SALL4 を評価した論文[80, 81]を参考
にし、腫瘍細胞の 1%以上で、核が濃染するものを陽性とした。 
17）抗 CK19 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に CK19 を評価した論文[45, 49]を参考
にし、腫瘍細胞の 1%以上で、細胞質に強染像がみられるものを陽性とした。 
18）抗 EpCAM 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に EpCAM を評価した論文[46]、を参考
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にし、腫瘍細胞の 2%以上で、細胞膜が染色されるものを陽性とした。 
19）抗 AFP 抗体 
自動染色装置を使用。免疫組織化学的に AFP を評価した論文[49]を参考にし、
腫瘍細胞の 2%以上で、細胞質が染色されるものを陽性とした。 
 
ARID1A および PTEN に関しては、腫瘍内の一部で発現消失が起きている可能
性を考慮し、二本のコアの染色結果が異なる場合は陰性と判定した。その他の抗
体に関しては、腫瘍内の一部で発現が起きている可能性を考慮し、二本のコアの
染色結果が異なる場合は陽性と判定した。 
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表 1 免疫組織学的検討において使用した抗体 
抗体 Clone, Code 提供元 濃度 
β-catenin 14 BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA 1:300 
Glutamine synthetase GS-6 Merck Millipore, Billerica, MA, USA 1:500 
Cyclin D1 EP12 Dako, Glostrup, Denmark 1:20 
p53 DO-7 Novocastra, Newcastle, UK 1:50 
Rb 4H1 Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA 1:200 
Ki-67 MIB-1 Dako, Glostrup, Denmark 1:200 
Phospho-AKT  
(Ser473) 736E11 
Cell Signaling Technology, 
Beverly, MA, USA 1:50 
Phospho-mTOR  
(Ser2448) 49F9 
Cell Signaling Technology, 
Beverly, MA, USA 1:100 
Phospho-S6 ribosomal protein 
(Ser240/244) D68F8 
Cell Signaling Technology, 
Beverly, MA, USA 1:2000 
PTEN 6H2.1 Dako, Glostrup, Denmark 1:100 
Phospho-p44/42 MAPK  
(Thr202/Tyr204) D13.14.4E 
Cell Signaling Technology, 
Beverly, MA, USA 1:400 
Phospho-STAT3(Tyr705) D3A7 Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA 1:200 
ARID1A HPA005456 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA 1:200 
Sonic hedgehog ligand EP1190Y Abcam, Cambridge, UK 1:200 
Osteopontin 10A16 Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd, Gunma, Japan 1:400 
SALL4 EE30 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA 1:50 
Cytokeratin 19 RCK108 Dako, Glostrup, Denmark 1:100 
EpCAM VU1D9 Novocastra, Newcastle, UK 1:100 
Alpha-fetoprotein A0008 Dako, Glostrup, Denmark 1:1000 
Rb, retinoblastoma; mTOR, mammalian target of rapamycin; MAPK, 
mitogen-activated protein kinase; STAT3, signal transducer and activator of 
transcription 3; ARID1A, AT-rich interactive domain-containing protein 1A; SALL4, 
sal-like protein 4; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule. 
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2-5 節 CTNNB1 変異解析 
パラフィン包埋ブロックから 10μm 厚、10 切片薄切を行い、腫瘍部分のマク
ロダイセクションを行った。腫瘍が微小な場合は、20 切片の薄切を行い、同様に
マクロダイセクションを行った。一方でブロック全体が腫瘍の場合はダイセクシ
ョンを行わなかった。キシレン抽出によりパラフィン除去を行ったうえで DNeasy 
Blood & Tissue Kit （Qiagen, Venlo, Limburg, Nederland）を使用して DNA 抽出を行
った。 
β-catenin をコードする CTNNB1 の exon3 は β-catenin の CK1 あるいは GSK-3β
によるリン酸化領域を含む exon であり、CTNNB1 変異のほとんどがこの部位に集
積していることが知られている（Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer：
COSMIC）。 
この部位を以下のプライマーペアを使用して増幅した（224bp）。 
 Forward：5’-GATTTGATGGAGTTGGACATGG-3’ 
 Reverse：5’-GCTACTTGTTCTTGAGTGAAGG-3’ 
PCR の設定は 95℃10 分；（94℃ 1 分、58℃ 30 秒、72℃ 30 秒）×35cycle、72℃ 
10 分にて行った。 
3%アガロースゲル電気泳動法により目的の DNA が増幅されたことを確認し、
オペロン DNA シーケンス受託サービスを使用してダイレクトシーケンシングを
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行った。 
変異陽性の確認として、トランスクリプトーム解析において CTNNB1 変異が
指摘されている症例のパラフィン包埋ブロック検体を使用し同処理を行い、
CTNNB1 変異を確認した。 
2-6 節 統計解析 
連続変数の解析にはStudent’s t-testまたはMann-Whitney U-testを用いた。カテゴ
リ変数の解析にはχ2検定またはFisherの正確確率検定を用いた。 
生存解析は、治癒切除された単発腫瘍のみを対象に行った。単発症例とは前述
（2-3 節病理、2.3.1.肝細胞癌の組織学的再評価）の多中心性の要件を満たさない
ものである。肝細胞癌による癌死ないし肝不全以外の病因で亡くなった症例は全
生存率の解析から除いた。全生存あるいは無再発生存率比較には、Kaplan-Meier
生存曲線を作成し、log rank 検定にて検定を行った。予後因子の判定は、単解析
において、p<0.05 で有意差のあった因子について、Cox 比例ハザードモデルを用
いた多変量解析を行った。β-catenin の核内集積とそれを予測する因子との間の関
係を評価するために、単変量ロジスティック回帰解析を行い、p<0.05 で有意差の
あった因子について、多変量ロジスティック回帰分析を行った。 
統計解析は Dr SPSS versionⅡ（SPSS, Inc., 東京, 日本）、EZR[82]を使用して行
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った。p<0.05 を有意差ありとした。 
2-7 節 倫理委員会の承認に関する事項 
東京大学医学部附属病院での病理組織検体を用いた研究については、「脂肪性
肝炎様肝細胞癌の臨床病理学的・免疫組織学的研究」および「肝腫瘍のゲノム・
遺伝子解析とその臨床病理学的意義の解明」の題目で東京大学大学院医学系研究
科・医学部研究倫理委員会に申請し、承認を受けている（審査番号 10048、G2210）。 
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第 3 章：結果 
3-1 節 脂肪性肝炎様肝細胞癌の臨床病理学的特徴 
3.1.1 患者背景 
293 人の患者の 382 個の肝細胞癌が検討対象となった。患者の特徴は表 2 に示
した。 
患者の平均年齢は 65 歳（19-83 歳）。229 人が男性で、64 人が女性であった。 
54 人（18.4%）の患者が HBV 陽性/HCV 陰性、138 人（47.1%）が HBV 陰性/HCV
陽性、2 人（0.7%）が両者陽性、99 人（33.8%）が両者陰性であった。糖尿病、
高血圧、高脂血症は、それぞれ 111 人（37.9%）、124 人（42.3%）、14 人（4.8%）
に認められた。67 人（22.9%）の BMI が 25 以上であった。飲酒歴、多飲暦は、
それぞれ 112 人（38.2%）、29 人（9.9%）に認められた。その他の慢性肝疾患ある
いは胆道系疾患の背景をもつ患者は認められなかった。 
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表 2 検討症例の患者背景 
項目   
患者数 293   
年齢 (歳、平均値 ± 標準偏差) 65.0 ± 11.5 
性別(男：女) 229:64   
HBV 陽性/HCV 陰性 54 (18.4%) 
HBV 陰性/HCV 陽性 138 (47.1%) 
HBV 陽性/HCV 陽性 2 (0.7%) 
HBV 陰性/HCV 陰性 99 (33.8%) 
糖尿病あり 111 (37.9%) 
高血圧あり 124 (42.3%) 
高脂血症あり 14 (4.8%) 
Body mass index≧25(kg/m2) 67 (22.9%) 
飲酒歴あり注 1 112 (38.5%) 
多飲歴あり注 2 29 (10.0%) 
注 1. 1 日 20g 以上、1 年以上の飲酒歴。 
注 2. 1 日 80g 以上、5 年以上の飲酒歴。 
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3.1.2. 脂肪性肝炎様肝細胞癌の臨床病理学的特徴 
1）脂肪性肝炎様肝細胞癌の頻度 
106 人（36.3%）の患者の 120 個（31.4%）の肝細胞癌が SH-HCC に相当した。
51 人（17.5%）の患者の 54 個（14.1%）の肝細胞癌が典型的 SH-HCC であった。 
62 人の患者で多中心性発癌が認められた。そのうち 32 人は通常型肝細胞癌
（conventional hepatocellular carcinoma, 以下 C-HCC）のみ、23 人は SH-HCC およ
び C-HCC の両方、7 人は SH-HCC のみを有していた。また C-HCC と胆管細胞癌
を各 1 個有するもの、SH-HCC と混合型肝癌を各 1 個有するもの、3 個の SH-HCC
と 1 個の胆管細胞癌を有するもの、2 個の C-HCC と 1 個の混合型肝癌を有するも
のがそれぞれ１人存在した。 
2）脂肪性肝炎様肝細胞癌を有する患者の特徴 
SH-HCC と C-HCC の患者背景の比較を表 3 に示した。多発症例の場合、一個
でも SH-HCC を有する患者は SH-HCC 群に含めて解析した。同様に典型的
SH-HCC についても一個でも典型的 SH-HCC を有する患者は典型的 SH-HCC 群に
含めて解析した。 
C-HCC 患者群との比較において、SH-HCC 患者群では、有意に女性の頻度が
高く（p=0.0439）、肝炎ウイルス陰性者が多かった（p=0.0208）。代謝性背景に関
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しては、糖尿病（p=0.0005）、高血圧（p=0.0061）の頻度が有意に高かった。一方、
飲酒歴を有する者が有意に少なかった（p=0.0331）。 
血液所見では、総コレステロール（p=0.0022）と中性脂肪（p=0.0005）が有意
に高値であった。腫瘍マーカーでは、AFP が有意に低値であった（p=0.0324）。背
景肝において脂肪化（p=0.0004）、脂肪性肝炎（p<0.0001）が有意に高率に認めら
れた。 
典型的 SH-HCC と C-HCC との患者背景の比較においても、概ね同様の結果が
得られた。 
  
 32 
表 3 脂肪性肝炎様肝細胞癌を有する患者の特徴 
 
通常型肝細胞癌 
n=187 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌 
全例 n=106 
P注 1 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌 
典型例 n=51 
P注 2 
年齢(歳) 
(平均値±標準偏差) 64.0 ± 11.8 66.7 ± 10.8 0.0599 68.0 ± 7.9 0.0236 
性別(男：女) 153:34   76:30   0.0439 34:17   0.0194 
HBV 陽性/HCV 陰性 42 (22.5%) 12 (11.3%) 0.0208 1 (2.0%) 0.0003 
HBV 陰性/HCV 陽性 90 (48.1%) 48 (45.3%)  25 (49.0%)  
HBV 陽性/HCV 陽性 1 (0.5%) 1 (0.9%)  0 (0.0%)  
HBV 陰性/HCV 陰性 54 (28.9%) 45 (42.5%)   25 (49.0%)   
糖尿病あり 57 (30.5%) 54 (50.9%) 0.0005 33 (64.7%) <0.0001 
高血圧あり 68 (36.4%) 56 (52.8%) 0.0061 32 (62.7%) 0.0007 
高脂血症あり 7 (3.7%) 7 (6.6%) 0.2700 4 (7.8%) 0.2557 
飲酒歴注 3あり 80 (42.8%) 32 (30.2%) 0.0331 15 (29.4%) 0.0840 
多飲歴注 4あり 22 (11.8%) 7 (6.6%) 0.1552 4 (7.8%) 0.6129 
Body mass index 
≧25(kg/m2) 36 (19.3%) 31 (29.2%) 0.0503 15 (29.4%) 0.1170 
TP (g/dl) 
(平均値 ± 標準偏差) 7.11 ± 0.53 7.13 ± 0.56 0.8386 7.15 ± 0.58 0.6831 
ALB (g/dl) 
(平均値 ± 標準偏差) 3.67 ± 0.44 3.72 ± 0.41 0.3352 3.72 ± 0.36 0.4288 
ChE (IU/l) 
(平均値 ± 標準偏差) 216.8 ± 74.1 231.6 ± 80.4 0.1109 229.9 ± 80.1 0.2710 
LDH (IU/l) 
(平均値 ± 標準偏差) 231.2 ± 69 239.3 ± 79.9 0.3622 236.9 ± 54.2 0.5902 
AST (IU/l) 
(平均値 ± 標準偏差) 45.3 ± 24.4 51.9 ± 54.3 0.2365 44 ± 24.3 0.7294 
ALT (IU/l) 
(平均値 ± 標準偏差) 44.5 ± 38.2 43.7 ± 29.4 0.8571 38.9 ± 24.2 0.3205 
GGTP (IU/l) 
(平均値 ± 標準偏差) 93.0 ± 105.3 88.4 ± 89.1 0.7059 87.2 ± 95.7 0.7227 
ALP (IU/l) 
(平均値 ± 標準偏差) 285.2 ± 202.5 274.5 ± 168.0 0.6458 247.8 ± 92.7 0.2015 
TB (mg/dl) 
(平均値 ± 標準偏差) 0.74 ± 0.3 0.76 ± 0.30 0.6627 0.78 ± 0.32 0.4674 
T.Cho (mg/dl) 
(平均値 ± 標準偏差) 163.5 ± 35.3 177.6 ± 41.3 0.0022 172.5 ± 33.5 0.1054 
TG (mg/dl) 
(平均値 ± 標準偏差) 90.2 ± 39.5 111.4 ± 54.4 0.0005 113.4 ± 52.7 0.0046 
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通常型肝細胞癌 
n=187 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌 
全例 n=106 
P注 1 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌 
典型例 n=51 
P注 2 
PT (%) 
(平均値 ± 標準偏差) 83.6 ± 12.8 84.8 ± 12.9 0.4413 85.8 ± 12.5 0.2953 
Plt (x104/ul) 
(平均値 ± 標準偏差) 17.6 ± 8.4 18.1 ± 9.4 0.6406 16.6 ± 8.7 0.4773 
ICG15 分値(%) 
(平均値 ± 標準偏差) 14.6 ± 8.5 15.5 ± 9.7 0.3844 16.0 ± 7.9 0.2756 
Child-Pugh(A/B) 169/18   99/7   0.3736 48/3   0.5793 
AFP(ng/ml) 
(中央値[四分位]) 28.0 (632.5)  11.5 (96.0) 0.0324 10.0 (44.9) 0.0190 
PIVKA2(mAu/ml) 
(中央値[四分位]) 140.5 (2970.8) 97 (715.0) 0.1008 68.0 (266.8) 0.0487 
手術前治療注 5 
(なし/あり) 113/74   75/31   0.0765 35/16   0.2844 
肝硬変 (なし/あり) 118/69   66/39 注 6 0.9670 26/25   0.1165 
脂肪化 (なし/あり) 130/57   51/54 注 6 0.0004 21/30   0.0003 
脂肪化 (Grade 0/1/2/3)   (130/51/5/1)   (51/48/5/1) 0.0023   (21/28/2/0) 0.0009 
脂肪性肝炎(背景)  
(なし/あり) 161/26   64/41 
注 6 <0.0001 24/27   <0.0001 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
注 1. 通常型肝細胞癌と全脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。 
注 2. 通常型肝細胞癌と典型的脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。 
注 3. 1 日 20g 以上、1 年以上の飲酒歴。 
注 4. 1 日 80g 以上、5 年以上の飲酒歴。 
注 5. 肝動脈塞栓術、肝動脈化学療法、肝動脈化学塞栓療法。 
注 6. 1 症例(脂肪性肝炎様肝細胞癌、非典型例)で背景肝の評価不能。 
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3）背景病変と脂肪性肝炎様肝細胞癌 
背景病変ごとに見た SH-HCC の頻度を表 4 に示す。 
HBV 関連肝細胞癌との比較で、HCV 関連肝細胞癌（p=0.0481）、非ウイルス
性肝細胞癌（p=0.0014）で、SH-HCC の頻度が有意に高かった。代謝性病態につ
いては、糖尿病（p<0.0001）、高血圧（p=0.0040）、BMI 25 以上（p=0.0154）の背
景をもつ肝細胞癌で、SH-HCC が有意に高率に認められた。一方で、飲酒歴
（p=0.0054）、多飲歴（p=0.0451）を有する患者に発生した肝細胞癌では、SH-HCC
が有意に低率であった。脂肪肝（p=0.0091）、脂肪性肝炎（p<0.0001）を背景に発
生した肝細胞癌で、SH-HCC が有意に高率であることが確認された。 
典型的 SH-HCC の頻度についても、飲酒歴、多飲歴の他は、同様の結果が得
られた。 
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表 4 背景因子と脂肪性肝炎様肝細胞癌の頻度 
背景因子 
肝細
胞癌
総数 
脂肪性肝炎様
肝細胞癌 
（全例） 
n(%) 
P 
 
脂肪性肝炎
様肝細胞癌 
（典型例） 
n(%) 
P 
 
HBV 陽性/HCV 陰性 71 13 (18.3)a 0.0481 
a vs b 
1 (1.4)d 0.0014 
d vs e 
HBV 陰性/HCV 陽性 183 56 (30.6)b 0.0014 
a vs c 
26 (14.2)e <0.0001 
d vs f 
HBV 陽性/HCV 陽性 5 1 (20.0) 0.0701 b vs c 0 (0.0) 0.0793 e vs f 
HBV 陰性/HCV 陰性 123 50 (40.7)c  
 27 (22.0)f  
 
糖尿病あり 144 64 (44.4) <0.0001   36 (25.0) <0.0001   
糖尿病なし 238 56 (23.5)  
 18 (7.6)  
 
高血圧あり 175 68 (38.9) 0.0040   34 (19.4) 0.0063   
高血圧なし 207 52 (25.1)  
 20 (9.7)  
 
高脂血症あり 20 8 (40.0) 0.3954   5 (25.0) 0.1520   
高脂血症なし 362 112 (30.9)  
 49 (13.5)  
 
Body mass index≧25(kg/m2) 94 39 (41.5) 0.0154   17 (18.1) 0.2056   
Body mass index<25(kg/m2) 288 81 (28.1)  
 37 (12.8)  
 
飲酒歴注 1あり 144 33 (22.9) 0.0054   15 (10.4) 0.1046   
飲酒歴なし 238 87 (36.6)  
 39 (16.4)  
 
多飲歴注 2あり 40 7 (17.5) 0.0451   4 (10.0) 0.6306   
多飲歴なし 342 113 (33.0)  
 50 (14.6)  
 
脂肪化(背景肝)あり注 3 155 60 (38.7) 0.0091   32 (20.6) 0.0027   
脂肪化(背景肝)なし 226 59 (26.1)  
 22 (9.7)  
 
脂肪性肝炎(背景肝)あり注 3 94 46 (48.9) <0.0001   29 (30.9) <0.0001   
脂肪性肝炎(背景肝)なし 287 73 (25.4)     25 (8.7)     
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
注 1. 1 日 20g 以上、1 年以上の飲酒歴。 
注 2. 1 日 80g 以上、5 年以上の飲酒歴。 
注 3. 1 症例(脂肪性肝炎様肝細胞癌、非典型例)で背景肝の評価不能。 
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4）脂肪性肝炎様肝細胞癌の組織学的特徴 
SH-HCC と C-HCC の組織学的特徴の比較を表 5 に示す。 
腫瘍の局在に有意な相違は見られなかった。C-HCC に比し、SH-HCC は有意
に腫瘍径が小さく（p=0.0197）、有意に分化度が良かった（p=0.0119）。脈管侵襲
に有意な差は見られなかったが、高～中分化型肝細胞癌における比較では、
SH-HCC で脈管侵襲が有意に高頻度であることが確認された（p=0.0019）。また、
胆管侵襲も有意に高率であった（p=0.0116）（図 4）。肝内転移の頻度については
有意な差は見られなかった。 
典型的 SH-HCC と C-HCC の比較においても、同様の結果が確認され、典型的
SH-HCC はより腫瘍径が小さく、全例が高ないし中分化型肝細胞癌であった。 
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表 5 脂肪性肝炎様肝細胞癌の病理学的特徴 
 
通常型肝細
胞癌 
(n=262) 
脂肪性肝炎様肝細胞
癌（全例） 
(n=120) 
P注 1 
脂肪性肝炎様肝
細胞癌 
（典型例） 
n=54) 
P注 2 
部位 (右葉/左葉) 185/77 80/40 0.4376 36/18 0.5649 
部位 (被膜下/深部)注 3 55/62 24/43 0.1401 12/26 0.0953 
腫瘍径 (mm) 
(中央値[四分位]) 35.0 (42.3) 27.0 (35.0) 0.0197 22.5 (20.3) 0.0008 
分化度 (高分化型/ 
中分化型/低分化型) 64/145/53 30/80/10 0.0119 10/44/0 <0.0001 
血管侵襲 (あり vs なし), 
 全症例 123/139 69/51 0.0555 29/25 0.3655 
血管侵襲 (あり vs なし), 
 高～中分化型 症例 78/131 61/49 0.0019 29/25 0.0289 
胆管侵襲 (あり vs なし) 4/258 8/112 0.0116 5/49 0.0089 
肝内転移 (あり vs なし) 51/211 19/101 0.3943 7/47 0.261 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
注 1. 通常型肝細胞癌と全脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。 
注 2. 通常型肝細胞癌と典型的脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。 
注 3. 3cm 以下の腫瘍径の腫瘍に関し評価。 
 
図 4 脂肪性肝炎様肝細胞癌の浸潤像 
A：（Elastica van Gieson 染色）血管侵襲像が高頻度に認められる。B：
（Hematoxylin-Eosin 染色）胆管侵襲像が高頻度に認められる。 
スケールバーは 250μm を表す。  
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5）予後 
予後解析の対象とした症例の詳細は表 6 の通りである。 
SH-HCC と C-HCC で無再発生存率および全生存率に有意な差は見られなかっ
た（図 5）。典型的 SH-HCC とその他の SH-HCC を別々に解析した場合、典型的
SH-HCC は無再発生存が有意に良好であった（図 5）。しかし Cox 回帰比例ハザー
ドモデル（表 7）による多変量解析において、典型的 SH-HCC も含め、SH-HCC
は有意な予後因子ではなかった。 
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表 6 予後解析対象症例の臨床病理学的因子 
 
通常型肝細胞癌 
(n=142) 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌（全例） 
(n=70) 
P注 1 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌 
（典型例） 
(n=31) 
P注 2 
年齢(歳) 
(平均値±標準偏差) 64.0 ± 11.5 66.1 ± 12.2 0.2363 67.6 ± 8.8 0.1097 
性別(男：女) 117:25   49:21   0.0395 20:11   0.0263 
HBV 陽性/HCV 陰性 32 (22.5%) 8 (11.4%) 0.0159 0 (0.0%) 0.0005 
HBV 陰性/HCV 陽性 69 (48.6%) 28 (40.0%)  12 (38.7%)  
HBV 陽性/HCV 陽性 0 (0.0%) 1 (1.4%)  0 (0.0%)  
HBV 陰性/HCV 陰性 41 (28.9%) 33 (47.1%)   19 (61.3%)   
糖尿病あり 42 (29.6%) 38 (54.3%) 0.0005 24 (77.4%) <0.0001 
高血圧あり 53 (37.3%) 36 (51.4%) 0.0504 21 (67.7%) 0.0019 
高脂血症あり 5 (3.5%) 5 (7.1%) 0.2421 3 (9.7%) 0.1392 
飲酒歴注 3あり 63 (44.7%) 22 (31.9%) 0.0760 11 (35.5%) 0.3491 
多飲歴注 4あり 17 (12.1%) 4 (5.7%) 0.1473 3 (9.7%) 0.7083 
Body mass index 
≧25(kg/m2) 28 (19.7%) 19 (27.1%) 0.2210 10 (32.3%) 0.1266 
Child-Pugh(A/B) 128/14   67/3   0.1600 29/2   0.5530 
AFP(ng/ml) 
(中央値[四分位]) 25.0 (328.0)  12.5 (91.0) 0.1509 10.0 (54.0) 0.1087 
PIVKA2(mAu/ml) 
(中央値[四分位]) 126 (2320) 103 (823.5) 0.5466 68 (490.5) 0.3665 
手術前治療注 5 
(なし/あり) 84/57   49/21   0.1396 21/10   0.3985 
肝硬変 (なし/あり) 96/46   49/20 注 6 0.6164 18/13   0.3100 
脂肪化 (なし/あり) 103/39   36/33 注 6 0.0034 13/18   0.0010 
脂肪化 
 (Grade 0/1/2/3)  (103/35/3/1)  (36/30/2/1) 0.0342  (13/18/0/0) 0.0033 
 40 
 
通常型肝細胞癌 
(n=142) 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌（全例） 
(n=70) 
P注 1 
脂肪性肝炎様 
肝細胞癌 
（典型例） 
(n=31) 
P注 2 
脂肪性肝炎(背景)  
(なし/あり) 126/16   42/27 
注 6 <0.0001 14/17   <0.0001 
腫瘍径 (mm) 
(中央値[四分位]) 46.5 (80) 33 (57.25) 0.0162 30 (50) 0.0039 
分化度 (高分化型/ 
中分化型/低分化型) 24/83/35 14/50/6 0.0205 4/27/0 0.0037 
血管侵襲あり 
全症例 79 (55.6%) 43 (61.4%) 0.4221 15 (48.4%) 0.4630 
血管侵襲  
(なし/あり) 
高～中分化型 症例 
59/48   26/38   0.0662 16/15   0.8867 
胆管侵襲あり 2 (1.4%) 7 (10.0%) 0.0035 4 (12.9%) 0.0015 
肝内転移あり 33 (23.2%) 14 (20.0%) 0.5933 6 (19.4%) 0.6391 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
注 1. 通常型肝細胞癌と全脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。 
注 2. 通常型肝細胞癌と典型的脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。 
注 3. 1 日 20g 以上、1 年以上の飲酒歴。 
注 4. 1 日 80g 以上、5 年以上の飲酒歴。 
注 5. 肝動脈塞栓術、肝動脈化学療法、肝動脈化学塞栓療法。 
注 6. 1 症例(脂肪性肝炎様肝細胞癌、非典型例)で背景肝の評価不能。 
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図 5 生存曲線 
Kaplan-Meier 生存曲線を作成し、log rank 検定を行った。 
A：無再発生存率、B：全生存率。脂肪性肝炎様肝細胞癌（SH-HCC）と通常
型肝細胞癌（C-HCC）の比較。両者間で予後に差異は認められなかった。 
C：無再発生存率、D：全生存率。典型的 SH-HCC、非典型的 SH-HCC、C-HCC
の 3 者の比較。全生存率では予後の差は認められなかったが、無再発生存率
において、典型的 SH-HCC と非典型的 SH-HCC あるいは典型的 SH-HCC と
C-HCC の間で予後の差が認められた。
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表 7 肝細胞癌の予後因子（単発症例） 
因子 
無再発生存  全生存 
単変量 多変量  単変量 多変量 
ハザード比  
(95% 信頼区間) P 
ハザード比 
 (95% 信頼区間) P   
ハザード比 
 (95% 信頼区間) P 
ハザード比 
 (95% 信頼区間) P 
年齢 (>65 歳 vs 0-65 歳) 1.179  (0.843-1.647) 0.336       
1.624 
 (0.834-3.164) 0.154     
性 (男 vs 女) 1.122  (0.762-1.656) 0.558       
1.074 
 (0.510-2.262) 0.852     
HBV (陽性 vs 陰性) 0.934  (0.610-1.430) 0.754       
0.937 
 (0.414-2.124) 0.877     
HCV (陽性 vs 陰性) 1.149  (0.830-1.589) 0.403       
0.981 
 (0.523-1.840) 0.954     
糖尿病 (あり vs なし) 0.954  (0.680-1.337) 0.783       
1.667 
 (0.886-3.136) 0.113     
高血圧 (あり vs なし) 1.014  (0.730-1.409) 0.933       
1.025 
 (0.541-1.940) 0.941     
Body mass index 
 (≧25 vs <25) 
1.023 
 (0.693-1.508) 0.910       
0.988 
 (0.469-2.082) 0.454     
飲酒歴注 1 
 (あり vsなし) 
0.915 
 (0.653-1.283) 0.607       
0.605 
 (0.301-1.216) 0.158     
多飲歴注 2 
 (あり vsなし) 
0.848 
 (0.458-1.568)  0.598       
0.553 
 (0.133-2.293) 0.414     
Child-Pugh (B vs A) 1.573  (0.904-2.737) 0.109       
1.126 
 (0.346-3.662) 0.843     
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因子 
無再発生存  全生存 
単変量 多変量  単変量 多変量 
ハザード比  
(95% 信頼区間) P 
ハザード比 
 (95% 信頼区間) P   
ハザード比 
 (95% 信頼区間) P 
ハザード比 
 (95% 信頼区間) P 
AFP 
 (>20ng/ml vs 0-20ng/ml) 
1.407 
 (1.016-1.948) 0.040 
1.319 
 (0.915-1.903) 0.138   
0.866 
 (0.460-1.631) 0.656     
腫瘍径 
 (>5cm vs 0-5cm) 
1.932 
 (1.389-2.687) <0.001 
1.419 
 (0.972-2.072) 0.070   
2.322 
 (1.236-4.363) 0.009 
1.070 
 (0.523-2.190) 0.853 
分化度 
 (低 vs 中・高) 
1.578 
 (1.069-2.327) 0.022 
0.854 
 (0.535-1363) 0.508   
3.590 
 (1.859-6.799) <0.001 
2.689 
 (1.377-5.253) 0.004 
脂肪性肝炎様肝細胞癌 
 (あり vs なし) 
0.864 
 (0.609-1.226) 0.414       
0.786 
 (0.391-1.578) 0.498     
典型的脂肪性肝炎様 
肝細胞癌 (あり vs なし) 
0.571 
 (0.339-0.961) 0.035 
0.622 
 (0.363-1.064) 0.083   
0.298 
 (0.072-1.237) 0.096     
脈管侵襲 (あり vs なし) 1.639  (1.162-2.313) 0.005 
1.140 
 (0769-1.690) 0.515   
3.559 
 (1.570-8.067) 0.002 
1.863 
 (0.749-4.636) 0.181 
肝内転移 (あり vs なし) 3.453  (2.418-4.932) <0.001 
2.885 
 (1.915-4.348) <0.001   
4.667 
 (2.482-8.777) <0.001 
3.253 
 (1.599-6.619) 0.001 
肝硬変 (あり vs なし) 1.421  (1.017-1.986) 0.040 
1.515 
 (1.064-2.156) 0.021   
1.343 
 (0.712-2.532) 0.362     
脂肪肝 (あり vs なし) 0.907  (0.686-1.198) 0.491       
0.858 
 (0.500-1.473) 0.580     
脂肪性肝炎 (あり vs なし) 0.832  (0.554-1.251) 0.377       
0.754 
 (0.346-1.643) 0.477     
有意な結果を示す P 値は太字とした。注 1. 1 日 20g 以上、1 年以上の飲酒歴。注 2. 1 日 80g 以上、5 年以上の飲酒歴。
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3-2 節 脂肪性肝炎様肝細胞癌の免疫組織化学的検討および CTNNB1 変異解析 
3.2.1. 脂肪性肝炎様肝細胞癌と通常型肝細胞癌の免疫組織化学的形質の比較 
臨床病理学的検討により、197 例の検討対象群には、70 症例の SH-HCC、127
症例の C-HCC を含む。SH-HCC のうち 20 症例は典型的 SH-HCC に相当した。 
組織マイクロアレイを用いた免疫組織学的染色の結果を表 8 に示す。 
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表 8 肝細胞癌の免疫組織学的検討結果 
抗体 判定基準 
C-HCC SH-HCC 
P注 1 
典型的 
SH-HCC P注 2 
(127 例) (70 例) (22 例) 
β-catenin 核内集積 32 (25.2%) 4 (5.7%) <0.001 1(4.6%) 0.029 
GS H-score=300 (細胞質) 33 (26.0%) 3 (4.3%) <0.001 0(0.0%) 0.004 
cyclin D1 >10% 陽性 (核) 28 (22.0%) 10 (14.3%) 0.186 3(13.6%) 0.370 
p53 >10% 陽性 (核) 21 (16.5%) 11 (15.7%) 0.881 2(9.1%) 0.530 
Rb <1%, >50% 陽性 (核) 35 (27.6%) 15 (21.5%) 0.395 3(13.6%) 0.196 
Ki-67 >10% 陽性 (核) 41 (32.3%) 12 (17.1%) 0.022 2(9.1%) 0.039 
p-AKT >5% 陽性 (細胞質) 29 (22.8%) 22 (31.4%) 0.234 8(36.4%) 0.171 
p-mTOR >5% 陽性 (細胞質) 69 (54.3%) 38 (54.3%) 0.995 16(72.7%) 0.161 
p-S6 RP >5% 陽性 (細胞質) 42 (33.1%) 31 (44.3%) 0.119 9(40.9%) 0.476 
PTEN 染色喪失 (細胞質) 66 (52.0%) 34 (48.6%) 0.648 16(72.7%) 0.103 
p-p44/42  
MAPK >1% 陽性 (細胞質) 10 (7.9%) 6 (8.6%) 0.864 1(4.6%) 1.000 
p-STAT3 >10% 陽性 (核) 19 (15.0%) 5 (7.1%) 0.299 3(13.6%) 1.000 
ARID1A 染色減弱 (核) 15 (11.8%) 5 (7.1%) 0.091 3(13.6%) 0.059 
Shh ligand >5% 陽性 (細胞質) 105 (82.7%) 63 (90.0%) 0.165 22(100%) 0.045 
Osteopontin >2% 陽性 (細胞質) 42 (33.1%) 27 (38.6%) 0.439 12(54.6%) 0.059 
SALL4 >1% 陽性 (核)  22 (17.3%) 4 (5.7%) 0.027 0(0.0%) 0.045 
CK 19 >1% 陽性 (細胞質) 14 (11.0%) 2 (2.9%) 0.056 0(0.0%) 0.226 
EpCAM >2% 陽性 (細胞膜) 26 (20.5%) 6 (8.6%) 0.03 1(4.6%) 0.129 
AFP >2% 陽性 (細胞質) 27 (21.3%) 8 (11.4%) 0.084 2(9.1%) 0.249 
GS, Glutamine synthetase; Rb, retinoblastoma; mTOR, mammalian target of 
rapamycin; MAPK, mitogen-activated protein kinase; STAT3, signal transducer and 
activator of transcription 3; ARID1A, AT-rich interactive domain-containing protein 
1A; Shh, sonic hedgehog; SALL4, sal-like protein 4; CK19, Cytokeratin 19; EpCAM, 
epithelial cell adhesion molecule; AFP, Alpha-fetoprotein. 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
注 1. 通常型肝細胞癌と 全脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。 
注 2. 通常型肝細胞癌と 典型的脂肪性肝炎様肝細胞癌との比較。  
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SH-HCC では、C-HCC に比べて、β-catenin の核内集積の頻度が有意に低率で
あった（5.7 vs 25.2%, p<0.001）。これに関連して、Glutamine synthetase の強陽性
（H-score=300） が SH-HCC で有意に低率であった（4.3% vs 26.0%, p<0.001）。一
方で、Wnt/β catenin 経路の主たる標的である cyclin D1 の発現に関しては、両群で
有意な差は認められなかった（図 6） 
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図 6 免疫染色の結果①：β-catenin、Glutamine Synthetase 
A,C：SH-HCC、同部位。B,D：C-HCC、同部位。A,B：（β-catenin 免疫組織化
学） SH-HCC（A）では膜陽性像が認められ、核内集積像は明らかではない
が、C-HCC（B）では核内集積像が認められる。C,D：（Glutamine Synthetase
免疫組織化学） SH-HCC（C）では細胞質に弱く不均一に陽性であるが、C-HCC
（D）では細胞質にびまん性強陽性像が認められる。 
スケールバーは 100μm を表す。 
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p53、Rb の発現に関して、両群に有意な差は認められなかった。Ki-67 標識率
の高い（>10%）症例の頻度が、SH-HCC で有意に低かった（17.1% vs 32.3%, p=0.022）
（図 7）。 
 
図 7 免疫染色の結果②：Ki-67 
A,B：（Ki-67 免疫組織化学） SH-HCC（A）では核陽性像は少数であるが、C-HCC
（B）では核陽性像が多数である。 
スケールバーは 100μm を表す。 
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p-AKT、p-mTOR、p-S6RP など、PI3K/Akt/mTOR 経路の関連タンパク質の発
現は、両群において有意な差は認められなかった。ただし、p-mTOR に関しては、
両群間で陽性所見に相違が見られた。SH-HCC では、細胞質のびまん性陽性像が
低頻度（21.4% vs. 48.8%, p<0.001）で、顆粒状陽性像が高頻度であった（35.7% vs. 
11.8%, p<0.001）。後者の所見は Mallory-Denk 体で特徴的に認められた。PTEN の
発現低下（細胞質）も両群の頻度に有意な差はなかった（48.6% vs. 52.0%, p<0.648）。 
Shh ligand は、両群ともに高頻度に陽性であった（92.9% vs 86.6%, p=0.183）。
特に典型的 SH-HCC は全例で陽性像を示し、C-HCC と比較して有意に高頻度であ
った（100.0% vs 86.6%, p=0.045）。Shh ligand の発現については通常標本を用いた
検討を追加した（図 8）。 
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図 8 免疫染色の結果③：Shh ligand 
A：SH-HCC。細胞質強陽性像がびまん性に認められる。B：C-HCC。細胞質
弱陽性像が少数の細胞で認められる。C：腫瘍部における高発現が認められる。
非腫瘍部においては発現が認められない。D：非腫瘍部において一部、風船状
腫大を伴う肝細胞で発現が認められる。 
A,B,D のスケールバーは 100μm を表す。C のスケールバーは 500μm を表す。 
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肝前駆細胞マーカーの発現は SALL4（5.7% vs 17.3%, p=0.027）、EpCAM（8.6% 
vs 20.5%, p=0.030）であり、C-HCC に比し SH-HCC において陽性の頻度が有意に
低かった（図 9）。CK19（2.9% vs 11.0%, p=0.056）、AFP（11.4% vs 21.3%, p=0.084）
の発現は、SH-HCC で低率な傾向にあったが、統計学的有意差は見られなかった。 
 
図 9 免疫染色の結果④：SALL4、EpCAM 
A,C：SH-HCC、B,D：C-HCC。A,B：（SALL4 免疫組織化学） SH-HCC（A）
では核陽性像がみられないが、C-HCC（B）では核陽性像が認められる。C,D：
（EpCAM 免疫組織化学） SH-HCC（C）では膜陽性像がみられないが、C-HCC
（D）では膜陽性像が認められる。 
スケールバーは 100μm を表す。  
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3.2.2. β-catenin 核内集積についての追加検討 
SH-HCC では β-catenin の核内集積が有意に低率であった。病理組織学的検討
からも明らかなように SH-HCC には背景病変に特徴があり、このような結果が組
織形態によるものか、背景病変と関連するのか、当初の解析では不明であった。
このことを検証するために、我々の研究室で行われた先行研究[70]の結果も併せ
て検討した。 
計 306 例の肝細胞癌を検討した。HBV 陽性、HCV 陽性の腫瘍はそれぞれ 59
例（19.3%）、114 例（37.3%）であった。そのうち一例は両者が陽性であった。ま
た、100 例（32.7%）は糖尿病が背景にあった。140 例（32.8%）は径 5cm 以上で
あり、組織学的には 70 例（22.9%）は低分化型であり、103 例（33.7%）が SH-HCC
であった。背景肝に関しては、肝硬変、脂肪化、脂肪性肝炎がそれぞれ 123 例
（40.2%）、119 例（38.9%）、63 例（20.6%）認められた。 
単変量、多変量ロジスティック回帰分析では、SH-HCC の組織像は β-catenin
の核内集積についての有意な予測因子であった（表 9）。一方で、糖尿病や背景肝
における脂肪化、脂肪性肝炎は有意な予測因子ではなかった。 
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表 9 肝細胞癌における β-catenin 核内集積の予測因子 
単変量解析     
変数 オッズ比 (95% 信頼区間) P 
HBV 0.365 (0.139-0.960) 0.041 
HCV 2.080 (1.140-3.780) 0.016 
糖尿病 0.906 (0.483-1.700) 0.757 
腫瘍径 ≧5cm 0.901 (0.501-1.620) 0.901 
低分化肝細胞癌 1.340 (0.688-2.660) 0.392 
脂肪性肝炎様肝細胞癌 0.194 (0.080-0.471) <0.001 
肝硬変 1.700 (0.947-3.060) 0.075 
脂肪化(背景肝) 1.060 (0.583-1.920) 0.852 
脂肪性肝炎(背景肝) 1.090 (0.538-2.230) 0.803 
多変量解析   
変数 オッズ比 (95% 信頼区間) P 
HBV 0.386 (0.131-1.140) 0.386 
HCV 1.360 (0.689-2.690) 0.374 
脂肪性肝炎様肝細胞癌 0.191 (0.077-0.468) <0.001 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
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3.2.3. Sonic hedgehog ligand 発現についての追加検討 
組織マイクロアレイを用いた免疫組織学的染色結果では、典型的 SH-HCC に
おいて、Shh ligand の高発現が見られたが、同検討では典型的 SH-HCC の症例数
が十分ではなく、また、TMA においては陽性判定が困難な症例も存在したため、
通常標本を用いた検討を追加した。組織マイクロアレイで検討した 197 症例に加
え、典型的 SH-HCC の 28 例を加えて、検討を行った。 
SHH の評価は、既報[79]を参考にし、H-score<5、H-score=5-100、H-score=101-200、
H-score=201-300 に層別化しそれぞれ 0、+1、+2、+3 としてスコア化して行った。 
通常標本を用いた検討では、大部分の肝細胞癌で少なくとも一部は Shh ligand
の発現が認められた（216/225, 96%）。典型的 SH-HCC では、その他の SH-HCC、
あるいは C-HCC と比較して有意に SHH の発現頻度が高かった（p<0.05） （表
10、図 10）。 
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表 10 肝細胞癌における Sonic hedgehog ligand 発現 
肝細胞癌の型 n 
Shh ligand の発現レベル 
p 
(H-score) 
0 1+ 2+ 3+ 
( 0-5) ( 5-100) (101-200) (201-300) 
典型的 
脂肪性肝炎様肝細胞癌 1 50 0 10 19 21 
0.002 1 vs. 2 
0.018 1 vs. 3 
その他の 
脂肪性肝炎様肝細胞癌 2 48 3 23 9 13 0.543
 2 vs. 3 
通常型肝細胞癌 3 127 6 50 36 35  
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
 
図 10 Sonic hedgehog ligand の発現 Grade 
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3.2.4. CTNNB1 変異解析 
PCR による増幅が確認され、シーケンシングにて DNA 配列が明らかになった
のは、SH-HCC31 例（うち β-catenin 核内集積陽性例、4 例）、C-HCC53 例（うち
β-catenin 核内集積陽性例、25 例）であった。 
シーケンシングにて CTNNB1 exon3 変異が 12 例（14.3%）で認められた。11
例はミスセンス変異であり、そのうち 4 例はリン酸化部位（codon37、codon45）、
残りの 7 例はリン酸化部位に隣接した codon で認められた。1 例はリン酸化部位
を含む codon37-53 の間質性欠失であった（表 11、図 11）。 
CTNNB1 exon3 変異は SH-HCC で 1 例（β-catenin 核内集積陽性）、C-HCC で 11
例（うち β-catenin 核内集積陽性、8 例）認められた。SH-HCC において CTNNB1 exon3
変異が有意に低率であった（p=0.0485）（表 12）。β-catenin の核内集積と CTNNB1 
exon3 の変異の有意な相関が確認された（表 13）。 
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表 11 CTNNB1 変異解析にて検出された変異 
 型
注 1 β-catenin 核内集積あり codon
注 2 塩基の変異 アミノ酸の変異 
1 C-HCC ○ 32 A→G GAC(Asp)→GGC(Gly) 
2 C-HCC ○ 32 A→G GAC(Asp)→GGC(Gly) 
3 C-HCC ○ 34 G→A GGA(Gly)→GAA(Glu) 
4 C-HCC ○ 36 G→A CAT(His)→CCT(Pro) 
5 C-HCC ○ 36 A→C CAT(His)→CCT(Pro) 
6 C-HCC ○ 37 C→T TCT(Ser)→TTT(Phe) 
7 C-HCC ○ 45 T→C TCT(Ser)→CCT(Pro) 
8 C-HCC ○ 37-53 間質性欠失  
9 C-HCC  34 G→A GGA(Gly)→GAA(Glu) 
10 C-HCC  34 G→T GGA(Gly)→GTA(Val) 
11 C-HCC  37 C→T TCT(Ser)→TTT(Phe) 
12 SH-HCC ○ 45 T→C TCT(Ser)→CCT(Pro) 
注 1. C-HCC, 通常型肝細胞癌; SH-HCC, 脂肪性肝炎様肝細胞癌 
注 2. 下線はリン酸化領域 
表 12 肝細胞癌における CTNNB1 変異 
肝細胞癌の型 n 
CTNNB1 exon3 変異 
P 
あり なし 
脂肪性肝炎様肝細胞癌 31 1 30 
0.0485 
通常型肝細胞癌 53 11 42 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
表 13 CTNNB1 変異解析と β-catenin 核内集積の相関 
   β-catenin 核内集積 P 
   あり なし 
CTNNB1 変異 
あり 9 3 
0.0026 
なし 20 52 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
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図 11 CTNNB1 変異解析 
症例 6：codon 37 のミスセンス変異が認められる。症例 8：codon 37-53、48 塩基の間質性欠失が認められる。 
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第 4 章：考察 
4-1 節 臨床病理学的検討 
4.1.1. 脂肪性肝炎様肝細胞癌の頻度 
本研究における SH-HCC の頻度（全肝細胞癌の 31.4%。典型例は 14.1%）は、
米国からの既報告における頻度（13.4%-35.5%）と同等ないしやや高頻度であった
[59-61]。頻度の相違は、研究対象の患者背景や人種間の肝細胞癌の相違を反映し
ている可能性もあるが、SH-HCC の診断基準が異なることにも起因していると考
えられる。本研究では脂肪性肝炎様の所見が部分的にでも認められれば、SH-HCC
としたが、比較的低率な頻度（13.4%）を示した Salomao らの論文[59]では、代表
的組織切片において、50％以上の領域に脂肪性肝炎様の所見が認められた腫瘍を
SH-HCC としている。これは脂肪性肝炎様の所見の腫瘍に占める範囲において、
本研究における典型的 SH-HCC の診断基準と類似するものであり、その頻度と同
等である。SH-HCC を有意な一群として確立していくためにも、今後、明確な診
断基準の設定が課題となる。 
4.1.2. 脂肪性肝炎様肝細胞癌と背景との関係 
本研究において、SH-HCC と糖尿病や高血圧といった代謝性病態との強固な関
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連性が示された。均一なプロトコールの下で測定されたものではないが、術前の
血清総コレステロール値や中性脂肪値も、SH-HCC 患者で有意に高かった。米国
からの既報告[59]でも代謝性病態との関連性は示されているものの、糖尿病単独
では SH-HCC との有意な相関関係が見られていないなど、本研究ほどの各因子と
の強固な関連性が示されていないのは興味深い点である。既報告[59]と同様に、
背景肝における脂肪化や脂肪性肝炎と SH-HCC の強固な関連性も示されたが、脂
肪化、脂肪性肝炎は代謝性病態の肝臓における表現型と解釈されるものであり、
理に適った結果である。 
Salomao らの報告[59]では SH-HCC の中で背景に脂肪化を伴うものが、81.2%
と高率に認められることが報告されており、NAFLD/NASH からの発癌との関連
が予期されていた。しかし、Alexander らの報告[61]では 2000-2001 年の期間と
2010-2011 年の期間で背景肝の脂肪化像が有意に増加しているのにもかかわらず、
両期間の間で SH-HCC の有病率が増加しないことを指摘している。本研究におい
ても、すべての SH-HCC に占める背景肝の脂肪化の頻度は 51.4%（典型例では
58.8%）であり、Salomao らの報告[59]と比較して低頻度であった。背景肝の脂肪
化、脂肪性肝炎以外の因子も SH-HCC の発生に関与することが示唆される。 
本研究においては SH-HCC に占める、背景疾患としての NAFLD/NASH（非 B
非 C 症例、アルコール飲酒なし、特異的肝疾患なし、背景肝脂肪化あり）の割合
 61 
は 10.1%であり、C-HCC における割合（4.2%）と比較して有意に高いことが示さ
れた。（p=0.0353）。ただし、SH-HCC の発生は NAFLD/NASH 症例に限定されな
い。その一方で NAFLD/NASH を背景に発生する腫瘍は 50%（16/32 個）が SH-HCC
であった。また、NAFLD/NASH は肝線維化の進行とともに脂肪化が失われるこ
とが知られており（いわゆる burned-out NASH）、原因不明の肝硬変との鑑別が困
難であり問題となっている[57, 83]が、Burned-out NASH の可能性のある症例（非
B 非 C 症例、アルコール飲酒なし、特異的肝疾患なし、背景脂肪化なし、肝硬変
あり）は本研究では検討対象に含まれていなかった。原因不明の肝硬変の背景疾
患を示唆する所見として、SH-HCC が有意かどうかを判断するには更なる症例の
蓄積が望まれる。 
本研究では非ウイルス性肝細胞癌で、有意に高率に SH-HCC が認められるこ
とが確認された。このことは代謝性病態を背景とする肝細胞癌が非ウイルス性肝
細胞癌に高集積していることから了解可能である。興味深いのは、HBV 関連肝細
胞癌との比較で、HCV 関連肝細胞癌において、SH-HCC が有意に高率に見られた
ことである。HCV にはウイルスの直接作用として、あるいはインスリン抵抗性の
誘導の結果として、肝細胞に脂肪化を生じることが従来より知られている[84-86]。
実際、本研究対象群においても、HCV 陽性患者では、HBV 陽性患者と比較して、
背景肝の脂肪化が高率に認められ、糖尿病の合併も高率であった。 
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患者背景との関連では、飲酒歴と SH-HCC の関連性も興味深い。予想に反し
て、飲酒歴を有する患者では、SH-HCC が有意に低率であるとの結果が得られた。
現時点で本結果に対する明確な解釈は出来ていないが、長期にわたる重度のアル
コール摂取が肝細胞の脂肪化を高頻度（90~95%）に引き起こすことが知られてい
る[87]一方で、低容量のアルコール摂取が、肝細胞の脂肪化や脂肪性肝炎の発生、
進展に抑制的に働くとの報告が相次いでなされており、本研究結果を考察する上
で興味深い[87-90]。 
4.1.3. 脂肪性肝炎様肝細胞癌の組織学的特徴 
組織学的には SH-HCC が有意に分化の良い腫瘍であることが見出された他、
C-HCC との比較で脈管侵襲や胆管侵襲が特に高分化、中分化型症例で有意に高率
に見られ、組織侵襲性の強い腫瘍であることが想定される。一方で、予後の点に
ついては SH-HCC と C-HCC の間に有意な相違は見られなかった。高分化型、中
分化型症例における高率な脈管侵襲が予後に反映されない一因として、SH-HCC
の腫瘍径が有意に小さいことが挙げられる。実際、腫瘍が小さい場合に血管侵襲
の有無が予後に影響しないという報告がなされている[91]。 
典型的 SH-HCC は有意に無再発生存に関して予後良好であったが、独立した
予後予測因子とはならなかった。典型的 SH-HCC では高分化、小径の傾向がより
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顕著であることが関与している可能性がある。このことはまた、典型的 SH-HCC
が SH-HCC の早期病変であり、腫瘍の進行に合わせ、脂肪性肝炎様の所見が一部
損なわれていく可能性を示している。 
4-2 節 免疫組織学的検討 
4.2.1. 脂肪性肝炎様肝細胞癌における低率な β-catenin 核内集積について 
Wnt/β-catenin 経路の活性化は肝細胞癌における主要な発癌経路の一つであり、
過去の報告では、肝細胞癌の 40%までの頻度で、同経路の異常が認められるとさ
れている[92]。GS は肝臓における Wnt/β-catenin 経路の標的遺伝子の一つとして知
られている[15]。肝細胞癌において CTNNB1 変異や β-catenin の核内集積と GS の
強発現が強く相関することが報告されており[71, 93]、本研究においても強固な相
関関係が確認された（表 14）。 
CTNNB1 変異や β-catenin の核内集積を伴う肝細胞癌の臨床病理学的特徴につ
いては、多数の報告がなされているが、予後に関して相反する結果が示されるな
ど、必ずしも見解は一致していない[74, 94-97]。 
興味深い結果として、Audard ら[71]が、腫瘍細胞の脂肪化は、GS 低発現の肝
細胞癌の特徴であることを報告している。同様に Dal Bello ら[95]は、腫瘍細胞の
脂肪化と間質の線維化は、GS 陰性肝細胞癌の特徴であることを示している。腫
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瘍細胞の脂肪化、間質の線維化は SH-HCC の特徴的所見であり、本研究結果はこ
れらの報告に合致するものである。 
一般に Wnt/β-catenin 経路の標的分子として、cyclin D1 が知られている。本研
究の結果では、β-catenin の核内集積が SH-HCC において極めて低率であるにもか
かわらず、cyclin D1 の過剰発現は SH-HCC と C-HCC で同様の頻度で認められた。
このことに関連して、肝細胞癌における CCND1 遺伝子の発現は、Wnt 経路の活
性化と関連しないことが報告されている[74, 98]。実際、本研究においても、
β-catenin の核内集積と cyclin D1 の発現に相関は見られなかった（表 14）。 
臨床病理学的検討結果でも明らかなように、SH-HCC は代謝性背景（糖尿病、
高血圧、背景肝の脂肪化、脂肪性肝炎）と強固な関連性を示すことから、代謝性
背景を持つ肝細胞癌には、非 CTNNB1 変異型肝細胞が高集積する、との仮説も考
慮したが、多数症例を用いた多変量解析の結果から、β-catenin の核内集積に関し、
糖尿病や背景肝の脂肪化、脂肪性肝炎は有意な予測因子ではなく、SH-HCC の組
織像に依存していることが判明した。 
興味深いことに、肝細胞の脂肪化や脂肪性肝炎に対する Wnt/β-catenin 系の抑
制効果が最近報告されている[99, 100]。このことから、脂肪化や脂肪性肝炎を背
景に発生する、Wnt/β-catenin 経路が活性型肝細胞癌では、発癌に関わる分子機構
により、脂肪化が抑制されている可能性が考慮される。 
 65 
表 14 β-catenin 核内集積と Glutamin synthetase 及び cyclin D1 の発現 
  β-catenin 核内集積 P 
  あり なし 
Glutamine synthetase強陽性注 1 
陽性 25 11 
<0.0001 
陰性 11 150 
Cyclin D1 
陽性 10 28 
0.153 
陰性 26 133 
有意な結果を示す P 値は太字とした。 
注 1 H-score = 300 
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4.2.2. 典型的脂肪性肝炎様肝細胞癌における Sonic hedgehog ligand 発現について 
様々な癌において、Shh 経路の異常活性化が確認されており、肝細胞癌におい
てもその異常活性化が示されている[31, 101, 102]。本研究においても肝細胞癌に
おける Shh ligand の高発現が確認された。特に典型的 SH-HCC では全例で発現が
見られる上、非典型的 SH-HCC や C-HCC に比し、発現強度が有意に高かった。 
NAFLD において、小胞体ストレスを介した Shh ligand の高発現が見られるこ
と[103, 104]や、SH-HCC のマウスモデルにおいて、発癌に小胞体ストレスが重要
な役割を果たしていることが示されている[105]。 
Hedgehog 系を標的とした分子標的治療の開発が精力的に進められており[106]、
Shh ligand の高発現の機序や作用について解明することの意義は大きく、今後の
重要な検討課題である。 
4.2.3. 脂肪性肝炎様肝細胞癌における低率な肝前駆細胞マーカー発現について 
SH-HCC では肝前駆細胞マーカーの発現が低率な傾向にあった。この結果は、
肝前駆細胞マーカーを発現する肝細胞癌が一般に低分化である[47, 107]一方、病
理組織学的検討で明らかなように、SH-HCC は総じて有意に分化が良いことから
了解可能である。 
また、肝前駆細胞マーカーを発現する肝細胞癌は、HBV 陽性肝細胞癌に高集
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積することが知られており[48]、非ウイルス性肝細胞癌、HCV 陽性肝細胞癌に有
意に高率に見られる SH-HCC とは背景病変が異なる。 
4.2.4. その他 
Ki-67 標識率が高値のものは、SH-HCC で有意に頻度が低かった。これは、
SH-HCC が有意に高分化であることと関係していると考えられる。肝細胞癌が低
分化であることと、Ki-67 標識率が高値であることの相関が報告されている[74]。
小型であることの関与も考えられたが Ki-67 標識率と肝細胞癌の腫瘍径との相関
はないことが報告されている[108]。 
肝細胞癌において AKT の活性化、mTOR/S6RP 経路の活性化 、PTEN 経路不
全が認められている[20, 67, 109]。特に NAFLD 関連肝細胞癌では、AKT 経路や
PTEN 経路の異常が知られている[57]。また、一方で AKT/mTOR 経路は S6RP を
介して非腫瘍肝の脂肪化にも関与している[25]。本研究の結果では、SH-HCC に
おいてこれら経路の関連蛋白（p-AKT、 p-mTOR、 p-S6RP、 PTEN）の発現異
常は、必ずしも高率ではなく、特異的現象でもなかった。臨床的特徴として、
NAFLD/NASH に原因が限定されないことが関与している可能性がある。 
しかしながら、免疫組織学的手法による検討に問題がある可能性は否定できな
い。本研究では mTOR 経路の活性化の指標として、過去の論文で汎用されている
 68 
リン酸化抗体（Cell Signalling 社）を用い、既報の通り、肝内では胆管上皮に強い
染色性がある[110]ことを確認したが、細胞質や核に加え細胞膜に陽性所見が見ら
れることや、変性産物である Mallory-Denk 体において強陽性所見が見られたこと
から、陽性反応が必ずしも特異的ではない可能性がある。SH-HCC におけるこれ
ら経路の異常の有無に関しては、他の手法を用いた更なる検証が必要と考える。 
肝細胞癌で見られる分子生物学的異常は多岐にわたるが、免疫組織学的手法に
より検出可能な異常は限られている。包括的な分子生物学的解析が今後の課題で
ある。 
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第 5 章 結論 
近年、先進国諸国における代謝性疾患、これと関連する脂肪肝や脂肪性肝炎の
増加に伴い、これらを背景にもつ肝細胞癌が増加してきている。脂肪性肝炎様肝
細胞癌（Steatohepatitic hepatocellular carcinoma, SH-HCC）は米国から報告された特
徴的な組織像を持つ肝細胞癌であり、代謝性疾患や背景の脂肪肝、脂肪性肝炎と
の関連が報告されている。 
本研究により臨床的には糖尿病、高血圧あるいは血中コレステロール値および
トリグリセリド値の高値と関連し代謝性の背景との関連が示された。特に糖尿病
との相関においては欧米の報告にくらべ強固であった。さらに、背景肝における
脂肪肝、脂肪性肝炎との関連が示された。病理組織学的特徴として小型、高分化
であること、侵襲性の高い組織像が示された。 
多数症例を対象とし、予後との関連を解析したが、侵襲性の高さと相反して独
立した予後予測因子ではないことが明らかとなった。 
免疫組織学的検討により β-catenin の核内集積が低率であること、典型的
SH-HCC において Shh ligand 発現が高頻度であること、肝前駆細胞マーカー発現
が低率であることが確認された。 
SH-HCC における低率な β-catenin 核内集積については、CTNNB1 変異が低率
 70 
であることも同時に確認された。特徴的な臨床的背景、組織学的背景に起因する
可能性も考慮したが、背景ではなく、SH-HCC の組織像に依存した結果であるこ
とが確認された。近年明らかにされつつある Wnt/β-catenin 系の抗脂肪作用と関連
した結果の可能性がある。 
SH-HCC の一定の臨床病理学的特徴、免疫組織学的形質を持つことが明らかと
なったが、病因に関して高い特異性のある一群とは言い難く、予後の観点でも必
ずしも有意義な一群ではなかった。肝細胞癌における位置づけはさらなる検討の
余地がある。 
しかし一方で、典型的 SH-HCC では Shh ligand の高発現が示され、その機序や
作用の解明は、分子標的治療の適応を考える上でも興味が持たれる。 
本研究により SH-HCC の臨床病理学的特徴および免疫組織学的特徴の一端が
示された。包括的な分子生物学的解析が今後の課題である。 
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